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^ (57) Abstract: The invention relates to composite particles comprising a hydrophobic polymer core and inorganic nanoparticles. 

Said hydrophobic polymer forms a polymer matrix inside which the inorganic nanoparticles are stabilised and distributed in a rela- 
^ lively homogenous manner. Said particles are at least partially surrounded by an amphiphilic copolymer comprising a hydrophobic 
1^ part and a hydrophilic part, said hydrophobic part being al least partially immobilised in the polymer matrix. The invention also 
yf^ relates to the preparation method thereof, the conjugates comprising such particles and a ligand and the use of same in rcaclants and 
Tj" therapeutic compositions. 

o 
o 

^ (57) Abr^g^ : Les particules composites de rinvention comprenncnl un c ur en un polymcre hydrophobe et des nanopariicules in- 
2 organiques, ledil polymcre hydrophobe constituanl une mauicc polymere a Tinterieur de laquelle les nanoparticules inorganiques 

sonl stabilisecs et distribuecs de manicre relativemenl homogene, lesdiies particules elant au moins partiellemcni entourees par un 
Q copolymere amphiphile comportant unc panic hydrophobe el une partie hydrophilc el dont la partie hydrophobe est au moins pariiel- 

lement immobilis^c dans ladite mairice polymere. Uinvention conccrnc aussi Icur proc6d6 dc pnSparalion, ainsi que les conjugues 
)^ comprenanl de tellps particules et un ligand, et I'utilisation de ceux-ci dans des reaciifs el compositions therapculiques. 
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Particules composites, coniuques derives, procede de preparation et 
applications 

La presente invention a pour objet des particules connposites, leur 

5 procede de preparation et leurs utilisations. 

Les microspheres de type poiynnere presentent un interet comme 
support, vecteur ou vehicule dans les domaines de Tingenierie biologique, du 
diagnostic et de la pharmacie. A cet effet. elles ont ete utilisees dans le 
diagnostic medical comme support solide pour des molecules biologiques. 

10 Les particules colloTdales presentent plusieurs avantages par 

rapport aux supports solides traditionnels, tels que tubes, plaques, billes, 
notamment parce qu'elles permettent de disposer d'une grande surface pour 
des interactions specifiques et parce qu'elles sont facilement modifiables 
chimiquement pour introduire a leur surface des groupements fonctionnels 

15 susceptlbles de reagir avec d'autres molecules, par exemple des molecules 
biologiques telles que des anticorps ou des fragments d*anticorps, des 
proteines, des polypeptides, des polynucleotides, des acides nucleiques, des 
fragments d'acides nucleiques, des en2ymes ou des molecules chimiques 
telles que des catalyseurs, des medicaments, des molecules cages, des 

20 ch6latants. 

Parmi les particules colloTdales. les latex magnetiques ont suscite 
un grand interet dans le domaine analytique et sont utilises par exemple 
comme moyen pour separer et/ou detecter des analytes, tels que des 
antigenes, des anticorps, des molecules biochimiques, des acides nucleiques 
25 et autres. 

Les particules composites de type polymere/magnetique sont 
habituellement classees en trois categories sur un critere de taille : les petites 
particules ayant un diametre inferieur a 50 nm, les grosses particules ayant un 
diametre superieur a 2 pm et les particules intermedia! res d'un diametre 
30 compris entre 50 et 1000 nm. 

Mais pour qu*elles puissent etre considerees comme de bons 
candidats, en particulier pour une application .diagnostique, elles doivent 



wo 1)3/004559 



PCT/FRl)2/01552 



repondre a certains criteres. D'un point de vue morphologique, il est preferable 
qu'elles soient relativement spheriques et que la charge magnetique soit 
repartie de fagon relativement homogene dans la matrice polymere. Elles ne 
doivent pas s'agreger de maniere irreversible sous Taction d'un champ 

5 magnetique, ce qui signifie qu'elles puissent etre redispersees facilement, 
rapidement et de maniere reversible. De m§me, elles doivent presenter une 
densite relativement faible pour reduire le ph§nomene de sedimentation. 
Avantageusement, elles doivent presenter une distribution granulometrique 
etroite. On parle encore de particules monodisperses ou isodisperses. 

10 Ainsi, en raison de leur taille et de leur densite, las grosses 

particules magnetiques en suspension dans une phase liquide ont tendance a 
rapidement sedimenter. Par ailleurs, elles tendent a s'agreger apres avoir ete 
soumises a un champ magnetique car elles sont susceptibles d'avoir ete de ce 
fait magnetisees de maniere permanente (aimantation remanente). Elles ne 

15 constituent done pas un bon candidat. 

A contrario, les petites particules magnetiques ont tendance a 
rester en suspension du fait de leur mouvement Brownien et sont difficilement 
attirees, voire pas du tout, par un aimant, en particulier si ie champ magnetique 
appliqu§ est relativement faible. Elles ne sont done pas bien appropriees pour 

20 les utilisations devetoppees ci-dessus. 

11 existe done un interet evident a produire des particules 
composites de type polymere/magnetique, presentant une taille intemiediaire 
entre 50 et 1000 nm, qui a la fois pallient les inconvenients precites et 
repondent aux criteres etablis ci-dessus. Mais invention n'est pas limitee a 

25 des particules composites magnetisables, comme decrit ci apres. 

La demande de brevet EP-A-0 390 634 decrit des microspheres 
composites magnetisables de polymere vinylaromatique reticule hydrophobe 
d'un diametre de I'ordre de 50 a 10 000 nm et comprenant un cceur solide 
constitue de particules magnetisables et d'une ecorce constitute d'un 

30 copolymere hydrophobe derive d'au moins un monomere vinylaromatique 
hydrophobe et d'au moins un polymere emulsifiant polyethyleniquement 
insature soluble dans le ou les monom^res vinyl aromatiques et susceptible de 
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reticuler avec le ou lesdits monomeres. Toutefois, bien qu'elles puissent 
repondre a Texigence de la taille, elles presentent I'iriconvenient de ne pas 
avoir une repartition homogene de la charge magnetlque qui est localisee a 
rinterieur du cceur. Par ailleurs, et comme cela ressort a ['evidence des figures 

5 annexees, les particules ne sent pas homogene en taille. II s'agit done d'un 
ensemble de particules polydisperses qui devront etre triees par application 
d'un champ magn^tique pour ne retenir que les particules de taille attendue. 

On peut egalement citer les particules Dynal (nom commercial). 
Ces particules sont des microspheres constituees d'un cceur poreux de 

10 polystyrene et d'oxydes de fer, les oxydes de fer ayant ete deposes par 
impregnation au niveau des pores disponibles a la surface du polystyrene, et 
d'une enveloppe en un autre polymere qui encapsule les oxydes de fer des 
microspheres poreuses. Elles presentent un diametre respectivement de 2,8 
pm (particules M280) et de 4,5 ^Jm (particules M450) et sont relativement 

15 unifonnes en taille. Elles sont done considerees comme des particules 
isodisperses mais en raison de leur taille elevee presentent les inconvenients 
precites, principalement le phenomene de sedimentation. De plus, leur surface 
sp^cifique est faible. 

Le document US-A-4 358 388 decrit des particules composites 

20 constituees par une matrice polymere dans laquelle une charge magn§tique 
est repartie de mani^re homogene. Elles sont obtenues par polymerisation 
d'un monomere organique insoluble dans I'eau, dans une phase organique 
contenant la charge magn6tique, ladite phase organique etant en emulsion 
dans une phase aqueuse en presence d'un agent tensioactif. 
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De telles particules constituent en biologie des supports similaires 
a ceux evoques precedemment du type tubes, plaques ou billes, avec un atout 
supplementaire residant dans leur capacite a etre isol§es facilement par 
I'application d*un champ magnetique. 
5 Neanmoins, leur utilisation dans ce domaine d'application reste 

assez limitee car ces particules ne presentent aucune fonctlonnalisation. 

Selon rinvention on dispose maintenant de nouvelles particules 
composites qui apportent une solution aux problemes poses par les particules 
connues precedemment decrites et qui repondent aux criteres suivants : 
10 - Particules spheriques isodisperses, 

Particules possedant une charge inorganique 
repartie de maniere homogene dans le coeur, 

Particules de taille intemiediaire, a savoir ayant un 
diam^tre compris entre 50 et 1000 nm, 
15 - Particules fonctionnaHs6es ou fonctionnalisables, 

La charge inorganique peut §tre magnetique ou 
magnetisable, 

Particules obtenues par un precede de synthese 
simple et controlable, 

20 Les particules composites de invention comprennent un coeur en 

un polymere hydrophobe et des nanoparticules inorganiques, ledit polymere 
hydrophobe constituant une matrice polymere a I'interieur de laquelle les 
nanoparticules inorganiques sont stabilisees et distribuees de maniere 
homogene, lesdites particules etant au moins partiellement entourees par un 

25 copoiymere amphiphile comportant une partie hydrophobe et une partie 
hydrophile et dont la partie hydrophobe est au moins partiellement immobilisee 
surou dans ladite matrice polymere. 

Selon une variante de invention, les particules sont completement 
entourees par le copoiymere amphiphile et/ou la totalite de la partie 

30 hydrophobe du copoiymere amphiphile est immobilisee sur ou dans la matrice 
polymere. 
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On comprend selon I'invention un copolymere amphiphile, comme 
un copolymere possedant une partie hydrophobe et une partie hydrophile, 
etant entendu que la partie hydrophobe et/ou la partie hydrophile peuvent gtre 
un ensemble de sous-parties respectivement hydrophobes et/ou hydrophiles 

5 constitutives du copolymere amphiphile. Ainsi, uh copolymere amphiphile de 
rinventlon est notamment choisi parmi les copolymeres en blocs, les 
copolymeres sequences, les polymeres ramifies dont le squelette est 
hydrophobe ou hydrophile et les ramifications sont respectivement hydrophiles 
ou hydrophobes, les polymeres en peigne dont le squelette est hydrophobe ou 

10 hydrophile et les ramifications en peigne sont respectivement hydrophiles ou 
hydrophobes. 

La partie hydrophile du copolymere amphiphile peut etre ionique, 
anionique ou cationique, ou non ionique ; elle comporte des groupements 
fonctionnels qui sont reactifs, directement ou indirectement. 
15 Selon I'invention, la partie hydrophobe est au moins partiellement 

immobilisee sur ou dans la matrice polymere. Uimmobilisation de cette partie 
hydrophobe est toujours au moins de nature physique, et plus precis§ment 
mecanique, du type emprisonnement, et peut venir completer une fixation 
prealable de la partie hydrophobe, de nature chimique ou physique comme 
20 une fixation par adsorption, par exemple. Ainsi, une immobilisation peut 
resulter des ev6nements suivants : 

La partie hydrophobe du copolymere amphiphile est 
adsorbee ^ la surface de la matrice, puis definitivement 
immobilisee dans la matrice par le polymere hydrophobe ; 
25 - Ladite partie hydrophobe est solubilisee dans la 

phase organique, puis emprisonnee dans le polymere 
hydrophobe lors de la formation de la matrice ; 

Ladite partie hydrophobe est uniquement 
emprisonnee mecaniquement lors de la formation de la matrice 
30 polymere. 
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Cette immobilisation conduit a des particules possedant une forte 
stabilite, et notamment bien superieure a celle des particules connues decrites 
precedemment 

Un copolymers amphiphile approprie comprend avantageusement : 
5 - Une partie hydrophobe choisie parmi » les 

polystyrenes, les polyalkyles tels que le polyethylene, les 
chaTnes d'acldes gras, et/ou 

Une partie hydrophiie choisie parmi les poiyacides 
acryliques, les polysulfates, les polyamines, les polyamides, les 
10 polysaccharides. 

Les materiaux inorganiques constituent les nanoparticules sont 
choisis panTii les oxydes metailiques, tels que les oxydes de fer, de titane, de 
chrome, de cobalt, de zinc, de cuivre, de manganese, de nickel et en 
particulier parmi les oxydes metailiques magnetisables, tels que les oxydes de 
15 fer, la magnetite, Thematite ; les fenites telles que les ferrites de manganese, 
de nickel, de manganese-zinc ; les alliages de cobalt, de nickel. 

Avantageusement , les mat6riaux inorganiques sont choisis panmi 
les oxydes metailiques magnetisables, pr§f6rentiellement les oxydes de fer. 

Les nanoparticules inorganiques repr6sentent 5 a 95%, de 
20 preference 10 a 90% et avantageusement 20 ^ 90% en masse par rapport a la 
masse totale de la partlcule composite, de preference 25 § 85%. 

A rinterieur des particules de Tinvention, les nanoparticules sont 
stabilisees par des agents de stabilisation choisis parmi les chaTnes polymere 
amphiphiles, les agents tensioactifs ioniques ou non ioniques, fonctionnels ou 
25 non fonctionnels, polymerisabies ou non polymerisables. Les agents 
tensioactifs fonctionnels sont en particulier choisis parmi les acides gras ou 
des derives d'acides gras, en particulier Tacide ol6ique ou ses derives, et les 
melanges d'agents tensioactifs tels que definis precedemment. 

Les polymeres hydrophobes appropries de la matrice sont les 
30 polymeres de type vinylaromatique hydrophobe, c'est a dire les 
homopolymeres de monomeres vinylaromatiques insolubles dans I'eau, tels 
que styr§ne, methylstyrene, 6thylstyrene, tertio-butyl-styrene, vinyltoluene, 
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ainsi que les copolymeres de ces monomeres entre eux et/ou avec d'autres 
co-monomeres, tels que les acrylates et ies methacrylates d'alkyle dans 
lesquels le groupement alkyle comprend de 3 a 10 atomes de carbone, les 
esters d'acides ethyleniques possedant 4 ou 5 atomes de carbone et d'alkyle 

5 possedant 1^8 atomes de carbone, les acides methacryliques, les derives 
styreniques, les composes di6niques. Preferentiellement, le polymere est un 
polymere reticule. Ceci est obtenu en ajoutant dans le ou les monomeres une 
falble quantite (inferieure a 10% en poids) de molecules ayant au moins deux 
doubles liaisons reactives, telles que le divinyl benzene, le methacrylate de 

10 vinyle, le cyanurate de triallyle, le diacrylate de mono ou de polyethyleneglycol. 

Les particules composites de Finvention peuvent egalement inclure 
un marqueur, tel qu*un marqueur radioactif, etant entendu que le marqueur est 
introduit lors de la preparation de Temulsion telle que decrite dans Texemple 1 
qui suit. 

15 Les particules de invention presentent un diametre de Tordre 

d'environ 50 a 1000 nm. de preference d'environ 100 a 500 nm, et 
avantageusement d'environ 100 § 250 nm. Ce diametre est defini a plus ou 
moins environ 5%, ce qui signifie que leur diamfetre moyen en volume est defini 
a plus ou moins environ 5% pres. 

20 La presente invention a egalement pour objet un precede de 

preparation des particules composites precitees qui pemiet d'obtenir 
directement des particules de diametre souhaite et isodisperses sans 
necessiter d'etape de tri en fonction du diametre. 

Selon un premier proc6de de I'invention, on obtient des particules 

25 composites pour lesquelles la partie hydrophobe du copolymere amphiphile est 
au moins partiellement immobilisee dans la matrice polymere, comme suit : 

(i) on dispose d'une emulsion de depart stable et isodisperse 
constituee de deux phases non miscibles, une phase A hydrophobe constituee 
de gouttelettes contenant des nanoparticules inorganiques dispersees dans 

30 une phase organique contenant un agent tensioactif; et une phase B 
hydrophile dans laquelie la phase A est dispersee 
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(ii) on introduit dans la phase B des nnonomeres hydrophobes et au 
moins un agent amorceur ; et 

(iii) on polymerise lesdits monomeres hydrophobes a I'interieur de 

la phase A, 

5 et, selon ce proc§de, on introduit en outre, dans la phase B. au 

moins un copolymere amphiphile, avant Tetape (iii), c'est-a-dire avant ou apres 
I'etape (ii). 

Selon un second precede de Tinvention, on obtient des particules 
composites pour lesquelles la partie hydrophobe du copolymere amphiphile est 
10 au moins partiellement immobilisee sur la matrice polymere, comme suit : 

(i) on dispose d'une emulsion de depart stable et isodisperse 
constituee de deux phases nori miscibles, une phase A hydrophobe constituee 
de gouttelettes contenant des nanoparticules inorganiques dispersees dans 
une phase organique contenant un agent tensioactif; et une phase B 

15 hydrophile dans laquelle la phase A est dispers6e ; 

(ii) on introduit dans la phase B des monomeres hydrophobes et au 
moins un agent amorceur ; 

(iii) on polymerise une fraction desdits monomeres hydrophobes a 
rint6rieur de la phase A, 

20 et, selon ce procede, on introduit en outre, dans la phase B. au 

moins un copolymere amphiphile, avant Tetape (iii) ou apres T^tape (iii), puis, 
lors d'une etape (iv), on polymerise la fraction restante des monomeres 
hydrophobes d la surface de la matrice polymere. Quand le copolymere 
amphiphile est introduit avant I'etape (iii), ii peut etre introduit avant ou apres 

25 I'etape (ii). 

Pour obtenir les particules composites selon les precedes de 
rinvention, ie polymere amphiphile est avantageusement choisi parmi ceux 
enonces precedemment dans la description des particules composites. 

Les monomeres mis en oeuvre doivent former des polymeres 
30 hydrophobes, lis sont insolubles dans la phase hydrophile et choisis parmi les 
monomeres vinylaromatiques tels que styrene, m§thylstyrene, ethylstyrene, 
teri:io-butyl-styrene, amino-methylstyrene, vinyltoluene. lis sont utilises seuls ou 
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en melange ou bien encore en nnelange avec d'autres monomeres 
polymerisables insolubles dans I'eau tels que les acrylates, les nnethacrylates 
d'alkyle, les esters d'acides ethyleniques et d*alkyle, les acides methacryliques, 
les derives styreniques, les acides ethyl6niques, les composes dieniques. 
5 II est possible d'ajouter au monomere ou au melange , de 

monomeres un agent de reticulation hydrophobe, par exemple un monomere 
reticulant de type divinylbenzene, dimethacrylate, en particuller dimethacrylate 
de vinyle. 

Uamorceur organosoluble est cholsi parmi les amorceurs de type 

10 azobis, tels que les 2,2*-azobis(2,4-dimethyl valeronitrile), 2,2'-azobis(4- 
methoxy-2,4-dimethyivaleronitrile), 2,2'-azobis(2-cyclopropylpropionitriie), 2,2'- 
azobis(2-methylpropionitrile), 2,2'-azobis(2-methyIbutyronitriie), 1,1'- 
azobis(cyclohexane-l-carbonitrile), 1-((1-cyano-1-methylethyl)azo)formamide, 
2-phenylazo-4-methoxy-2,4-dimethyl-valeronitrile, dimethyl 2,2'-azobis(2- 

15 methylpropionate, 4,4'-azobis(4-acide cyanovalerique) et 2,2-azobis(2- 
(hydroxymethyl)propionitrile). Si on choisit un amorceur hydrosoluble ou 
faiblement hydrosoluble, tels que les peroxydes, les hydroperoxydes et les 
persulfates, 11 engendre un debut de polymerisation dans la phase hydrophile 
qui se propage dans la phase hydrophobe. Les persulfates, en particuller le 

20 persulfate d'ammonium. le persulfate de sodium et le persulfate de potassium 
sont solubles en phase aqueuse. Sous Taction de la chaleur, ils se 
decomposent et generent des anions a radicaux sulfate qui contribueront a 
charger la nanosphere composite. Le peroxyde d'hydrogene est soluble en 
phase aqueuse et genere des radicaux hydroxyles non charges. La 

25 decomposition des hydroperoxydes genere un hydroxyle et un radical oxygene 
qui se partageront dans une des phases en fonction de la nature du peroxyde 
utilise. Ainsi, le peroxyde de cumene, dans le cas de la polymerisation du 
styrene, est suppose se decomposer au niveau de interface entre la 
particules de monomeres et I'eau, les radicaux hydroxyles entrent dans la 

30 phase aqueuse et les radicaux non polaires diffusent vers la particule. De la 
nature cationique ou aaionique de I'amorceur dependra le caractere catlonique 
ou anionique de la particule et du conjugue resultant de Tinvention. 



wo l>3/(M)455i) 



It) 



PCT/FR1)2/0]552 



L'agent amorceur est introduit dans la phase hydrophile et penetre 
dans la phase hydrophobe (a) soit simultanement a Tintroduction des 
monomeres hydrophobes, (b) soit prealablement a I'etape d'introduction des 
monomeres hydrophobes, (c) soit post6rieurement a Tetape d'introduction 

5 desdits monomeres hydrophobes. 

Dans un mode de realisation prefere, Tetape (ill), et eventuellement 
I'etape (iv) de polymerisation sont effectuees par elevation de la temperature 
jusqu'^ environ 60 a 90°C, en particulier a une temperature de 70°C, en 
presence de Famorceur de polymerisation, etant entendu que lea conditions de 

10 la polymerisation seront determinees par Thomme du metier en fonction de la 
nature de Tamorceur retenu, ou par photochimie a Taide de rayonnements, par 
example de rayonnements ultra violets ou d'un faisceau laser ou d'autres 
sources d'energie. 

La phase organique est une phase comprenant un hydrocarbure 

15 aliphatique ou cyclique choisi parmi les composes comprenant de 5 a 12 
atomes de carbone, leurs isomeres et leurs melanges ou une phase 
comprenant tout ou pari:ie d*un compost organique polymerisable par voie 
radicalaire. De preference, Thydrocarbure est choisi parmi le pentane, 
rhexane, Theptane. I'octane, le nonane, le d§cane, le und§cane et le 

20 dodecane, et le compose organique polymerisable par voie radicalaire est 
choisi panni les monomeres vinylaromatiques insolubles dans Teau, tels que 
styrene, methylstyr^ne, ethylstyrene, tert;io-butyl-styr6ne, vinyltoludne, ainsi 
que les copolym^res de ces monomeres entre eux, etant entendu qu'il est a la 
portee de Thomme du metier d'adapter les conditions de polymerisation en 

25 fonction du choix du ou des hydrocarbure(s) retenu(s) et de la nature de 
Tamorceur choisi. En particulier, si la polymerisation est effectuee par elevation 
de la temperature ou engendre une elevation de temperature, le montage 
reactionnel devra etre adapte aux solvants voiatils, tels que le pentane. 

De maniere preferentielle la phase hydrophile est une phase 

30 aqueuse, telle que de I'eau, 

Dans des modes de realisation preferentiels de la presente 
invention, la fontionnalisation des particules peut etre completee par 
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introduction dans la phase B et penetration dans la phase A de groupements 
reactifs fonctionnels. Les groupements reactifs fonctionnels sent apportes par 
exemple par des monomeres faiblement hydrophiles susceptibles de 
polymeriser avec les monomeres hydrophobes de la matrice polymere. En 

5 particulier, les groupements reactifs fonctionnels sont apportes par des 
monomeres hydrophiles cholsis parmi les monomeres des acides acryliques, 
m§thacryliques, ethyleniques et sulfoniques, seuls ou en melange, ou encore 
en melange avec des monomeres hydrophobes ; etant entendu qu'il est a la 
portee de Thomme du metier de detenniner ia composition du melange. Les 

10 groupements fonctionnels permettent les reactions ulterieures mais apportent 
egalement la stabilisation colloTdale n§ciessaire pour les applications 
ulterieures. Les groupements fonctionnels sont introduits dans la phase B et 
penetrent a Tinterieur de la phase A (a) soit de maniere simultanee a la 
penetration des monomeres hydrophobes de Tetape (ii), (b) soit prealablement 

15 a la penetration des monomeres hydrophobes de Tetape (ii). (c) soit 
posterieurement a la penetration des monomeres hydrophobes de I'etape (ii). 

Dans un mode de realisation particulier, et si souhaite, I'etape (iii) 
est suivie d'une etape d'evaporation partielle ou totale de la phase organique A 
avec formation de particules composites poreuses. 

20 Uinvention foumit done des particules composites qui sont 

fonctionnalisees par la partie hydrophlle du copolym§re amphiphile, et qui 
peuvent au surplus Tetre par la presence, de groupements fonctionnels 
reactifs, apportes comme Indiqu6 ci-dessus au cours du precede de 
preparation. Les particules de Tinvention sont fonctionnalisees de preference 

25 par des groupements choisis parmi les groupements carboxylique, amine, thiol, 
hydroxyl, tosyl hydrazine, qui seront a meme de r6agir avec au moins un 
ligand. 

Les particules composites fonctionnalisees, non poreuses ou 

poreuses, ainsi formees seront susceptibles d'immobiliser un ligand, par 
30 exemple une molecule biologique, telle qu'un anticorps, un fragment 
d'anticorps, une proteine, un polypeptide, une enzyme, un polynucleotide, une 
sonde, une amorce, un fragment d*acide nucleique ; des molecules chimiques, 
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telles que des polymeres chimiques, des substances medicamenteuses, des 
molecules cages, des agents chelatants, des catalyseurs, la biotine ; etant 
entendu que lorsque les particules composites sont dites « poreuses », elles 
ont atteints un degre de porosite determine par evaporation totale ou partielle 

5 de la phase organique. 

Aussi, la presente invention a egalement pour objet des conjugues 
constitue par des particules composites de l^invention dont les groupements 
reactionnels ont reagi, directement ou indirectement, avec au moins un ligand 
tel que defmi ci-dessus, ainsi que leurs utilisations. 

10 A titre d'exemple, lesdits conjugues sont utilises dans des tests 

immunologiques pour la detection et/ou la quantification de proteines, 
d'antigenes, d^anticorps dans un echantillon biologique ou dans des essais 
utilisant la technologie des sondes pour la detection et/ou la quantification d'un 
fragment d'acide nucleique dans un echantillon biologique. L'utilisation de 

15 sondes pour la detection et/ou la quantification d'un acide nucleique dans un 
echantillon est bien connue de Thomme du metier et on peut citer a titre 
dlllustration la technique d'hybridation sandwich. De meme, les conjugues de 
invention peuvent §tre utilises comme « agents porteurs d'amorces » pour 
une reaction d'ampllfication d'acides nucl6iques dans un echantillon. par 

20 exemple par PGR (Polymerase Chain Reaction) ou toute autre technique 
d'amplification appropriee, permettant alnsi la detection et/ou la quantification 
d'acides nucl§iques dans l'6chantillon biologique. 

La presente invention a done 6galement pour objet un r6actif et 
une composition diagnostique comprenant en outre lesdits conjugues et 

25 Tutilisation dudit reactif dans un essai diagnostique. 

Les conjugues trouvent egalement une application dans le 
domaine therapeutique comme vehicule ou vecteur d'une substance 
medicamenteuse, d'un agent reparateur de genes defectueux, d'un agent 
susceptible de bloquer I'expression d'un gene, tel qu'une sonde anti-sens en 

30 therapie ou d'un agent susceptible de bloquer I'activite d'une proteine et de ce 
fait ils peuvent etre utilises dans une composition therapeutique ou 
prophylactique. 
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Ainsi, les conjugues de Tinvention sont susceptibles de vehiculer 
une substance medicamenteuse dans une composition therapeutique ou 
prophylactique qui comprend ledit conjugue en association avec un adjuvant 
et/ou diluant et/ou excipient approprie et pharmaceutiquement acceptable, 
5 ladite substance nnedicamenteuse etant capable d'etre reiarguee in vivo, Les 
definitions des excipients et adjuvants pharmaceutiquement acceptables sont 
decrits par exemple dans Remington's Pharmaceutical Sciences 16**^ ed., Mack 
Publishing Co. 

Les conjugues de {'invention sont egalement susceptibles de 

10 vehiculer un gene d'inter§t therapeutique codant pour au moins une prot§ine 
d'interet ou un fragment d'une proteine d'interet, etant entendu que par 
proteine on entend a la fois une proteine dans sa definition la plus 
generalement utilisee et un anticorps. Bien entendu, un tel conjugue est 
incorpore dans une composition therapeutique ou prophylactique qui 

15 comprend egalement les elements necessaires a I'expression dudit gene 
d'interet therapeutique. 

Les conjugues de invention sont egalement utilisables, quand 
incorpores dans une composition therapeutique ou prophylactique, pour le 
transfert in vivo de sondes ou oligonucleotides anti-sens. Les anti-sens sont 

20 capables d'interferer sp6cifiquement avec la synthese d'une proteine cible 
d'interet, par inhibition de la formation et/ou du fonctionnement du polysome 
selon le positionnement de TARNm dans la cible. Done le choix frequent de la 
sequence entourant le codon d'initiation de la traduction comme cible pour une 
inhibition par un oligonucleotide anti-sens vise a prevenir la formation du 

25 complexe d'initiation. D'autres mecanismes dans {'inhibition par des 
oligonucleotides anti-sens impliquent une activation de la ribonuclease H qui 
digere les hybrides oligonucleotide anti-sens/ARNm ou une interference au 
niveau de sites d'epissage par des oligonucleotides anti-sens dont la cible est 
un site d'epissage de I'ARNm. Les oligonucleotides anti-sens sont egalement 

30 complementaires de sequences ADN et peuvent done interferer au niveau de 
la transcription par la formation d'une triple helice, I'oligonucleotide anti-sens 
s'appariant par des liaisons hydrogene dites de Hoogsteen au niveau du grand 
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sillon de la double helice d'ADN. Dans ce cas particulier, on parle plus 
precisenaent d'oligonucleotides antigenes. II est bien entendu que les 
oligonucleotides anti-sens peuvent etre strictement complementaires de la 
clble ADN ou ARN a laquelle ils doivent s'hybrider, mais aussi non strictement 

5 complementaires a la condition qu'ils s'hybrident a la cible, De meme, il peut 
s'agir d'oligonucleotides anti-sens non modifies ou modifies au niveau des 
liaisons inter-nucleotidiques. Toutes ces notions font partie des connaissances 
generates de Thomme de Tart. 

La presente invention conceme done une composition 

10 therapeutique comprenant, entre autres, un conjugue vecteur d'un 
oligonucleotide anti-sens tel que definis ci-dessus. 

Enfin, les conjugues sont susceptibles de former des complexes du 
type molecule cage/cryptate. chelatant/molecule chelatee ou de sen/ir de 
vehicule pour des cataiyseurs dans une application chimique. 

15 Les particules composites de Tinvention sont obtenues par 

polymerisation en 6mulsion in situ selon le protocole decrit dans les exemples 
qui suivent. 



20 

Exemple 1 : preparation d'une emulsion stable et isodisperse 
Une Emulsion de depart stable et isodisperse a ete preparee 
conformement ^ Tun ou I'autre des protocoles decrits dans cet exemple. 

(i) L'emulsion primaire a et§ preparee d Taide d'un precede 
25 d'emulsification en incorporant progressivement, tout en cisaillant a I'aide d'un 
moulin colloidal (Ika : nom commercial), la phase dispersee, formee de 45% en 
poids d'oxydes de fer dans de Toctane, a la phase continue formee de dodecyl 
sulfate de sodium a une concentration de 50% en poids dans Peau jusqu'a 
robtention de fractions comprenant de 80% en poids de ferrofluide organique. 
30 Le melange ainsi defini a ete fragments dans une couette de type PG398 a un 
taux de cisaillement preaiablement determine. Uemulsion primaire ainsi 
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preparee est une emulsion polydisperse caracterisee par une distribution large 
du diannetre des gouttelettes qui est ensuite traitee par des tris magnetiques 
successifs pour robtention de remulsion de depart isodisperse en taille. 

(ii) L'emulsion primaire a ete preparee a Taide d'un precede 

5 d'emulsification en ajoutant rapidement la phase dispers6e, formee d'octane, 
de 73% en poids d'oxydes de fer et d'un agent tensioactif lipophile de type 
nnonoglycerol ou polyglycerol de polyrisinoleate (1 a 10% en poids). a la phase 
continue fonn6e de tensioactif de type tergitol NP10 (31% en poids) grace a 
une spatule. Le nneiange ainsi defini est ensuite fragnnente dans une couette 

10 de type PG398 a un taux de cisaillement prealablennent defini, L'emulsion 
primaire ainsi preparee est une emulsion relativement isodisperse caracterisee 
par une distribution faible du diametre des gouttelettes qui est ensuite traitee 
par des tris magnetiques successifs pour Tobtention. de l'emulsion de depart 
isodisperse en taille. 

15 

Example 2 : preparation de particules composites avec un 
copolymere amphiphile « en peigne » 

L'emulsion prfeparee selon le protocole decrit dans TExemple 1 (i) 
(50 ml : Ts = 5%) initialement stabilisee dans le Triton X405 (2 g/l) est lavee a 

20 trois reprises par separation magnetique avec une solution de polymere 
(1,5 g/l ; pH8). A chaque lavage, le sumageant limpide est elimlne et remplace 
par un volume egal de solution contenant le copolymere. Le copolym§re 
amphiphile est un polyacide acrylique modifi6 par des chaTnons hydrophobes 
(Mw = 20 000 g/mol). Ce polymere est compose par 90% de motifs acide 

25 acrylique et par 10% de motifs methacrylate de polyoxyalkylene / aryle (Coatex 
JS3879B). Le copolymere possede des proprietes amphiphiles qui permettent 
de venir s'adsorber aux interfaces eau - huile. Apres avoir ete filtree sur un 
filtre nylon de 1 jim, Temulsion est introduite dans un reacteur de 50 mi et 
degazee sous azote pendant 2 heures sous faible agitation (200 tours/min). Le 

30 styrene (0,3 g) dans lequel est dissous le 2,2 -azobis(2,4-dim6thylvaleronitrile) 
(4 mg) sont alors ajout6s dans le r§acteur ^ Taide d'une seringue. L'ensemble 
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est laisse sous agitation (200 tours/min) et a la temperature ambiante pendant 
une heure. L'eievation de la temperature jusqu'a 70°C provoque la 
decomposition de I'amorceur et initie la polymerisation dans les gouttes 
d'emulsion. La polymerisation dure 15 heures et permet d'obtenir un latex 
5 magnetique carboxylique stable constitue par des particules de polystyrene 
renfermant des grains d'oxyde de fer. 

Exemple 3 : preparation de particules composites avec un 
copolymdre amphiptiile dibloc 

10 L'emulsion preparee salon le protocoie decrit dans TExemple 1 (i) 

(50 ml ; Ts = 5%) initialement stabilisee dans le Triton X405 (2 g/l) est lavee a 
trois reprises par separation magnetique avec la solution de copolymere 
precedente (0,8 g/l, pH8). Ce copolymere a ete obtenu selon un precede de 
polymerisation par voie radicalaire contrdiee. II possede une masse d'environ 

15 20 000g/mol. Le bloc polystyrene repr6sente environ 10% de la masse du 
polymere. A chaque lavage, le sumageant limpide est eiimine et remplace par 
un volume egal de solution contenant le copolymere. Apres avoir ete filtre sur 
un filtre nylon de 1 nm, l'emulsion est Introduite dans un reacteur de 50 ml et 
degazee sous azote pendant 2 heures sous faible agitation (200 tours/min). Le 

20 styrene (0,3 g) et le 2,2*-azobis(2,4-dimethylvaieronitrile) (6mg) sont alors 
ajoutes dans le reacteur k I'aide d'une seringue. L'ensemble est laisse sous 
agitation (200 tours/min) et k temperature ambiante pendant une heure. 
L'eievation de la temperature jusqu'a 70°C provoque la decomposition de 
I'amorceur et initie la polymerisation dans les gouttes d'emulsion. La 

25 polymerisation dure 15 heures et pemnet d'obtenir un latex magnetique 
carboxylique stable constitue par des particules de polystyrene renfermant des 
grains d'oxyde de fer. 

Exemple 4 : preparation de particules composites avec un 
30 copolymere amphiphile dibloc 
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Uemuision preparee selon le protocole decrit dans TExemple 1 (i) 
(50 ml ; Ts = 5%) initialement stabilisee dans le Triton X405 (2 g/l) est lavee a 
deux reprises par separation nriagnetique avec la solution de copolymere 
precedente (0,4 g/l ; pH8). Le bloc polyacide acrylique a ete obtenu par 

5 polymerisation radicalaire controlee. Le polymere possede une masse* de 
18 600 g/mol at le bloc polyethylene represente environ 2% de cette masse. A 
chaque lavage, le surnageant limpide est elimine et remplace par un volume 
egal de solution contenant le copolymere. Apres avoir ete filtre sur un filtre 
nylon de 1 |j.m, Temulsion est introduite dans un reacteur de 50 ml et degazee 

10 sous azote pendant 2 heures sous faible agitation (200 tours/min). Le styrene 
(0,3 g) et le 2,2'-azobis(2,4-dimethylvaleronitrile) (6 mg) sont aiors ajoutes dans 
le reacteur a I'aide d'une seringue. L'ensemble est laisse sous agitation 
(200 tours/min) et a temperature ambiante pendant une heure, L'elevation de 
la temperature jusqu'a 70^C provoque la decomposition de Tamorceur et initie 

15 la polymerisation dans les gouttes d*emulsion. La polymerisation dure 14 
heures et permet d'obtenir un latex magnetique carboxylique stable constitue 
par des particules de polystyrene renfermant des grains d'oxyde de fer. 

Example 5 : preparation de particules composites avec un 
20 copolymere amphipliiie « en peigne », dont la partie hydrophobe est 
immobilisee a la surface de la matrice polymere 
(i) Obtention du latex 

20 mi de I'emulsion de depart stable et isodisperse preparee selon 
le protocole de I'exemple 1(1) et constituee de deux phases non miscibles : la 

25 ' phase A constituee de gouttelettes de 180 nm plus ou moins 5 nm de diametre 
contenant des nanoparticules d'oxydes de fer de 10 nm dans de I'octane et un 
melange de tensioactifs (dodecyl sulfate de sodium (SDS) et acide oleique), 
disperses dans la phase aqueuse B (concentration 1%, a 0,8 fois la 
concentration micellaire critique (CMC) du SDS) sont places dans un reacteur 

30 de polymerisation. L'emulsion est degazee pendant 7 heures & I'azote. Du 2,2 - 
azobis(2,4-dimethyl vaieronitrile), comme amorceur de la polymerisation, 
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solubilise dans I'hexane (215 ijI a 20 g/l) est introduit dans Temulsion.. Le 
melange est soumis S homog§neisation pendant une heure et 80 mg de 
mononneres de styrene sont ensuite introduits. Les monomdres de styr^ne 
diffusent S I'interieur de la phase A pendant deux heures. La polymerisation est 
5 amorc6e par chauffage de la solution S une temperature de TO'C et poursuivie 
pendant 12 heures trente minutes, sous agitation lente. Apr^s achdvement de 
la polymerisation, les particules composites obtenues presentent un diametre 
de 188 nm et un indice de polydispersite de I'ordre de 1 ,1. 

(ii) Immobilisation du copolymere amphiphile 

10 Des particules de latex magnetiques polystyrene obtenus en (i) 

(45 ml) sont Iav6es deux fois avec une solution de polymere Coatex (PM = 
20 000 g/mol ; 0,8 g/l ; pH3,4) par des separations magnetiques successives. 
Le latex ainsi lave est introduit (44 mi ; Ts = 3,8%) dans le reacteur de 
polymerisation. Le milieu r§actionnel est degaz§ deux heures par I'azote sous 

15 agitation (200 tours/min). On introduit le styrene (0,3 g) et on laisse gonfler 
pendant une heure sous agitation a 200 tours/min. On elSve la temperature a 
70°C puis on introduit du persulfate de potassium (KPS) (6 mg dans 1 ml d'eau 
miiliO). Puis on polym§rise S TCC pendant 7 heures sous agitation a 
200 tours/min. 

20 

Exempie 6 : preparation de particules composites avec un 
copolymere ampiiiphile dibioc, dont la partie hydrophobe est immobilisee 
a la surface de la matrice polymere 

Des particules de latex magnetique polystyrene (45 ml obtenus par 
25 polymerisation in situ d'une emulsion avec un melange classique 
styrene / amorceur non hydrosoluble, conformement a I'Exemple 5 (i)) sont 
lavees deux fois avec une solution de polymere dibioc (PM = 10 000 g/mol ; 
0,8 g/i ; pH = 3,4) par des separations magnetiques successives. Le latex ainsi 
lave est introduit (40 ml ; Ts = 3,4%) dans le reacteur de polymerisation. Le 
30 milieu reactionnel est degaze deux heures par I'azote sous agitation 
(200 tours/min). On introduit le styrene (0,3 g) et on laisse gonfler pendant une 
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heure sous agitation a 200 tours/min. On eleve la temperature a 70°C puis on 
introduit du persulfate de potassium (KPS) (4 mg dans 0,2 ml d'eau milliQ). 
Puis on polymerise a ZO^^C pendant 16 heures sous agitation a 200 tours/min. 

5 Exemple 7 : Preparation de particules composites avac un 

copolymere amphiphile « en peigne » 

Uemulsion magnetique preparee comme indique dans Fexemple 
1(i) (diametre 220nm et de concentration 4% masse/volume) est stabilisee 
avec un copolymere amphipiiile en peigne polyaclde acrylique modifie par des 

10 chaTnons hydrophobes (PM = 50000 g/mol), constitue par 80% de motifs acide 
acrylique et 20% de motifs methacrylate de polyoxyalkylene/aryle (Coatex 
M883 ), a une concentration de 0,05%, et placee dans un reacteur de 
polymerisation. Six mg d'AIBN (2,2'-azobisisobutyronitrile), 360 mg de styrene 
et 240 mg de divinylbenzene sont ajoutes et incubes pendant 1 heure a 20°C. 

15 La polymerisation est engendree par elevation de la temperature a 70°C 
pendant 13 heures. Le latex magnetique final a une taille de Tordre de 240 nm. 

Exemple 8 : Preparation de particules composites 

Uemulsion magnetique telle que pr6par§e dans Texemple 1(i) est 
20 stabilisee dans le Triton X-405 a 0.2%, puis est lavee a trois reprises avec une 
solution du polymere tel que decrit dans Texemple 7 (Coatex M883 ; PM = 
50000 g/mol) a une concentration de 0.05%. 

Exemple 9 : Greffage de la streptavidine 

25 On a ajoute 100 |il de tampon phosphate (10 mM, pH 6.8) dans 

0.5 mg des particules telles qu'obtenues dans les exemples 7 et 8 precedents. 
On a agite puis aimante les particules. On a repris les particules dans 50 fxi de 
tampon phosphate. Dans un tube Eppendorf, on a melange 15 fil de 
streptavidine (5mg/ml) avec 50 |il de carbodiimide hydrosoluble (1mg/ml). On a 

30 agite 2 minutes a 300 tour/min puis on a ajoute les particules dans le tube. On 
a incube a 40°C et 1000 tour/min pendant 30 minutes puis on a ajoute 100 \il 
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de tampon de blocage (PBS+Triton X-405+ ethanolamine). On a incube a 
40X et 1000 tour/min pendant 30 minutes. On a alors aimante les particules 
puis on les a reprises dans 100 nl de tampon de stocioge (PBS+Triton X-405). 
On a effectu6 deux nouveaux lavages avec le tampon de stockage. Lors d'un 
5 demier lavage, on a repris les particules dans 50 de tampon de stockage. 

Example 10 : Greffage d'un oligonucleotide biotinyle sur ie 
conjugue partlcule-streptavidine 

On a aimante les particules de 0.25 mg des conjugues tels 
10 qu'obtenus dans I'exemple 9 precedent et on les a reprises dans 50 [il de 
tampon TE NaCI (Tris 10mM, EDTA ImM. NaCI 1M, Triton X-405 0.05%, ADN 
de saumon). On a ajoute 2,2.10" copies d'oligonudeotide (ODN) biotinyle. On 
a incube a 37X et 1000 tour/min pendant 30 minutes. On a aimante les 
particules et on les a reprises dans 50 jil de tampon TE NaCI. 

15 

Exemple 11 : Hybridation et revelation du couplage 

On a ajoute 100 ^1 de tampon TE NaCI k 40 ng des conjugues tels 
qu'obtenus dans I'exemple 10 precedent. On a ajout§ 18.10^° copies 
d'oligonudeotide cible et 18.10''° copies d'oligonudeotide de detection marqu6 

20 par de la peroxydase de raifort. On a incube a ZJ'C et 1000 tour/min pendant 
30 minutes. On a lave ^ trois reprises dans le tampon TE NaCI. On a ajoute 
100 jjJ d'o-phenylenediamine (OPD) (dilution de 5mg d'OPD dans 2,5 ml de 
diluent Coloreia). On a incube pendant 3 minutes. On a ajouter 100 nl de 
H2SO4 1N, puis on a aimante les particules. On a pr6leve 100 de surnageant 

25 et on a analyst son intensity d 492 nm. Le t§moln n6gatif est compos§ de 
conjugues sans cible. Les r6sultats sont indiqu6s dans le tableau suivant : 





temoin n§gatif 


Test-1 


Test-2 


Conjugu6s de I'exemple 8 


0,266 


0,848 


0,871 


Conjugues de I'exemple 9 


0.242 


0,822 


0,824 
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REVENDICATIONS 

1 . Particules composites comprenant un cceur en un polymere 
hydrophobe et des nanoparticules inorganiques, ledit polymere hydrophobe 

5 constituant une matrice polymere a Tinterieur de laquelle les nanoparticUles 
Inorganiques sont stabilisees et distributes de manlere homogtne, lesdites 
particules etant caracterisees en ce qu'elles sont au moins partiellement 
entourees par un copolymere amphiphile comportant une partie hydrophobe et 
une partie hydrophile et dont la partie hydrophobe est au moins partiellement 

10 immobilisee sur ou dans ladite matrice polymere. 

2. Particules selon la revendication 1 , caracterisees en ce qu'elles 
sont completement entourees par un copolymere amphiphile. 

3. Particules selon la revendication 1 ou 2, caracterisees en ce que 
la totalite de la partie hydrophobe du copolymere amphiphile est immobilis6e 

15 sur ou dans la matrice polymere. 

4. Particules selon Tune quelconque des revendications 1 a 3, 
caracterisees en ce que la partie hydrophobe du copolymere amphiphile est 
choisie parmi les polystyrenes, les polyalkyles tels que le polyethylene, les 
chaTnes d'acides gras. 

20 5, Particules selon Tune quelconque des revendications 1 a 4, 

caracterisees en ce que la partie hydrophile du copolymere amphiphile est 
choisie parmi les polyacides acryliques, les polysuifates, les poiyamines, les 
polyamides les polysaccharides. 

6. Particules selon les revendications 4 et 5, caracterisees en ce 
25 que le copolymere arnphiphile est choisi parmi les polymeres en bloc, les 

polymeres sequences, les polymeres ramifies, les polymeres en peigne. 

7. Particules selon la revendication 6, caracterisees en ce qu'elles 
presentent des groupements fonctionnels reactifs a leur surface, tels que des 
groupements carboxylique, amine, thiol, aldehyde, hydroxy), tosyl, hydrazine, 

30 susceptibles de reagir avec au moins un ligand. 
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8, Particules selon la revendication 1 , caracterisees en ce que les 
nanoparticules sont constituees de materiaux inorganiques choisis parmi les 
oxydes metalliques de fer, de titane, de cobalt, de zinc, de cuivre, de 
manganese, de nickel ; la magnetite ; I'h^matite ; les ferrites telles que les 

5 fenites de manganese, de nickel, de manganese-zinc ; les alliages de cobalt, 
de nickel. 

9. Particules selon Ja revendication 8, caracterisees en ce que les 
materiaux inorganiques sont choisis parmi les oxydes metalliques 
magnetisables, tels que Toxyde de fer, la magnetite et I'hematite. 

10 10. Particules selon la revendication 8 ou 9, caracterisees en ce 

que les materiaux inorganiques representent de 5 a 95%, de preference de 10 
a 90%, de maniere encore plus preferee de 20 a 90%, et avantageusement de 
25 a 85% en masse par rapport a la masse totaie desdites particules. 

1 1 . Particules selon la revendication 1 , caracterisees en ce que les 
15 nanoparticules inorganiques sont stabilisees par des agents de stabilisation 

choisis parmi les groupements ioniques , les chaTnes polymere, les agents 
tensioactifs, les agents tensioactifs fonctionnels, tels que les acides gras ou les 
derives d'acides gras, et les melanges d'agents tensioactifs. 

12. Particules selon la revendication 11, caract6ris6es en ce que 
20 les agents tensioactifs sont choisis parmi le dodecyl sulfate de sodium et les 

melanges de dodecyl sulfate de sodium et d'acide oleique. 

13. Particules selon la revendication 1, caracterisees en ce que la 
matrice polymere est une matrice de type polymere vinylaromatique 
hydrophobe choisie parmi les homopolymeres de monomeres 

25 vinylaromatiques insolubles dans I'eau, tels que styrene, methylstyrene, 
ethylstyrene, tertio-butyl-styrene, vinyltoiuene, ainsi que les copolymeres de 
ces monomeres entre eux et/ou avec d'autres comonomeres, tels que les 
acrylates d'alkyle et les methacrylates d*alkyle dans lesquels le groupement 
alkyle comprend de 3 ^ 10 atomes de carbone, les esters d'acides 

30 ethyleniques possedant 4 ou 5 atomes de carbone et d*alkyle possedant 1 S 8 
atomes de carbone, les acides m6thacryliques. les derives styr6niques, les 
composes dieniques. 
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14. Particules selon la revendication 13, caracterisees en ce que ie 
polymere est un poly mere reticule. 

15. Particules selon les revendications precedentes, caracterisees 
en ce qu'elles conriprennent de plus un marqueur radioactif. 

5 16. Particules selon Tune quelconque des revendications 1 a 15, 

caracterisees en ce qu'elles presentent un diametre de Tordre de 50 a 1000 
nm, de preference d'environ 100 a 500 nm et avantageusement d'environ 100 
a 250 nm. 

17. Precede de preparation de particules composites selon Tune 
10 quelconque des revendications 1 a 16 et pour laquelle la partie hydrophobe du 

copolymere amphiphile est au moins partiellement immobilisee dans la matrice 
polymere, caracterise en ce que 

(i) on dispose d'une emulsion de depart stable et Isodisperse 
constituee de deux phases non miscibles, une phase A hydrophobe constituee 

15 de gouttelettes contenant des nanoparticules inorganiques dispersees dans 
une phase organique contenant un agent tensioactif; et une phase B 
hydrophlle dans laquelle la phase A est dispersee ; 

(ii) on introduit dans la phase B des monomeres hydrophobes et au 
moins un agent amorceur ; et 

20 (iii) on polymerise lesdits monomeres hydrophobes a Tinterieur de 

la phase A. 

ledit precede etant caracterise en ce que, avant I'etape (iii), on 
introduit en outre, dans la phase B, au moins un copolymere amphiphile. 

18. Precede selon la revendication 17, caracterise en ce qu'on 
25 introduit Ie copolymere amphiphile avant ou apres Tetape (ii). 

19. Proc6de de preparation de particules composites selon i'une 
quelconque des revendications 1 a 16 et pour laquelle la partie hydrophobe du 
copolymere amphiphile est au moins partiellement immobilisee sur la matrice 
polymere, caracterise en ce que 

30 (i)on dispose d'une emulsion de depart stable et Isodisperse 

constituee de deux phases non miscibles, une phase A hydrophobe constituee 
de gouttelettes contenant des nanoparticules inorganiques dispersees dans 
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une phase organique contenant un agent tensioactif; et une phase B 

hydrophile dans laquelle la phase A est dispersee ; 

(ii) on introduit dans la phase B des monomeres hydrophobes et au 

moins un agent amorceur ; et 
5 (iii) on polymerise une fraction desdits monomeres hydrophobes a 

rinterieur de la phase A. 

ledit procede etant caracterise en ce que, avant Tetape (iii) ou 

apres I'etape (iii), on introduit en outre, dans la phase B, au moins un 

copolymere amphiphile, puis, selon une etape (iv), on polymerise la fraction 
10 restante des monomeres hydrophobes a la surface de la matrice polymere. 

20. Procede selon la revendication 19, caracterise en ce que 
lorsqu'on introduit le copolymere amphiphile avant I'etape (iii), on Tintroduit 
avant ou apres I'etape (ii). 

21. Procede selon la revendication 17 ou 19, caracterise en ce que 
15 le copolymere amphiphile est choisi parmi les polymeres en bloc, les 

polymeres sequences, les polymeres ramifies, les polymeres en peigne. 

22. Procede selon la revendication 17 ou 19, caracterise en ce que 
les monomeres hydrophobes sont choisis parmi les monomeres 
vinylaromatiques tels que styrene, methylstyrene, ethylstyrene, tertio-butyl- 

20 styrene, amino-methylstyrene, vinyltoluene, seuls ou en melange, ou bien 
encore en melange avec d'autres monomeres polymerisables insolubles dans 
Teau tels que les acrylates, les m§thacrylates d'alkyle, les esters d'acides 
ethyleniques et d'alkyle, les acides methacryliques, les derives styreniques, les 
acides ethyleniques, les composes dieniques. 

25 23. Procede selon la revendication 17 ou 19, caracterise en ce que 

on ajoute au monomere ou au melange de monomeres un agent de 
reticulation hydrophobe, tel qu'un monomere reticulant de type divinylbenzene, 
dimethacrylate, en particulier dimethacrylate de vinyle. 

24. Procede selon la revendication 17 ou 19, caracterise en ce que 

30 I'agent amorceur est choisi parmi les amorceurs organosolubles ou faiblement 
solubles dans la phase hydrophile, et les amorceurs solubles dans la phase 
hydrophile. 
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25. Procede selon la revendication 24, caracterise en ce que 
I'agent amorceur organosoluble est choisi parmi amorceurs de type azobis, tels 
que les 2,2 -azobis(2,4-dimethylvaleronitrile), 2,2'-azobis(4-methoxy-2,4- 
dimethylvaleronitrile), 2,2'-azobis(2-cyclopropylpropionitrile), 2,2-azobis(2- 

5 methylpropionitrile), 2,2'-azobis(2-nnethylbutyronitrile), 1,r-azobis ' 
(cyclohexane-1-carbonitriIe), 1-((1-cyano-1-methylethyl)azo)formamide, 
2-phenylazo-4-methoxy-2,4-dinnethyl-valeronitrile, dimethyl-2,2'-azobis(2- 
methyl propionate, 4,4'-azobis(4-acide cyanovalerique) et 2,2-azobis(2- 
(hydroxymethyl)propionitrile) et ramorceur faiblement soluble ou soluble dans 

10 la phase hydrophile est choisi parmi les amorceurs radicalaires de type 
peroxyde. tels que les peroxydes, les hydroperoxydes, en particulier 
I'hydroperoxyde de cumene, et les amorceurs de type persel, tels que les 
persulfates, en particulier le perulfate d'ammonium, le persulfate de sodium et 
le persulfate de potassium. 

15 26. Proc6de selon les revendications 17 ou 19 et 24 ou 25, 

caracterise en ce que Tagent amorceur est introduit dans la phase hydrophile 
soit simultanement a Tintroduction des monomeres hydrophobes, soit avant, 
soit apres I'lntroduction desdits monomeres. 

27. Procede selon la revendication 17 ou 19, caracterise en ce que 
20 la polymerisation (iii) et/ou (iv) est effectuee par chauffage jusqu'a une 

temperature de 60 a 90°C, de preference de 70°C. 

28. Procede selon la revendication 17 ou 19, caracterise en ce que 
la polymerisation (iii) est effectuee par photochimie. 

29. Procede selon la revendication 17 ou 19, caracterise en ce que 
25 la phase A est une phase comprenant un hydrocarbure aliphatique ou cyclique 

choisi parmi les composes comprenant de 5 a 12 atomes de carbone, leurs 
isomeres et leurs melanges ou une phase comprenant tout ou partie d*un 
compose organique polymerisable par voie radicalaire choisi panni les 
monomeres vinylaromatiques insolubles dans Teau, tels que styr§ne, 
30 methylstyrene, ethylstyrene, tertio-butyl-styrene, vinyltoluene, ainsi que les 
copolymdres de ces monomeres entre eux. 
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30. Procede selon la revendication 29, caracterise en ce que 
I'hydrocarbure est choisi parmi le pentane, I'hexane, Theptane, Toctane, le 
nonane, le decane, le undecane, le dodecane, et le compose organique 
polymerisable par voie radicalaire est choisi parmi les pamni le styrene, 

5 methylstyrene, 6thylstyrene, tertio-butyl-styrene, vinyltoluene, ainsi que* les 
copolymeres de ces monomeres entre eux. 

31. Procede selon la revendication 17 ou 19, caracterise en ce que 
la phase B est une phase aqueuse, telle que de Teau. 

32. Procede selon la revendication 17 ou 19, caracterise en ce quil 
10 comprend de plus une §tape de fonctionalisation des particules composites par 

penetration dans la phase A de groupements reactifs fonctionnels apportes par 
des monomeres faiblement hydrophiles susceptibles de polymeriser avec les 
monomeres hydrophobes. 

33. Procede selon la revendication 32, caracterise en ce que les 
15 groupements reactifs fonctionnels sont des groupements acides apportes par 

des monomeres faiblement hydrophiles choisis parmi les monomeres des 
acides acryliques, methacryliques, ethyleniques, sulfoniques et les monomeres 
polym6risables choisis panmi les monomeres vinylaromatiques insolubles dans 
Teau, tels que styrene, methylstyrene, ethylstyrene.tertio-butyl-styrene, 
20 vinyltoluene, ainsi que les copolymeres de ces monomeres entre eux, seuls ou 
en melange avec d'autres monomeres hydrophobes. 

34. Proc6de selon les revendications 17 ou 19 et 32 ou 33, 
caracterise en ce que lesdits monomeres faiblement hydrophiles sont apportes 
dans la phase A, soit simultanement & Tintroductlon des monomeres 

25 hydrophobes, soit avant, soit apres Tintroduction desdits monomeres. 

35. Procede selon la revendication 17 ou 19, caracterise en ce qu1l 
comprend de plus apres I'etape de polymerisation (iii), une etape d'evaporation 
totale ou partielle de la phase A. 

36. Conjugues caracterises en ce qu'ils sont constitues par des 
30 particules composites telles que definies a la revendication 7, dont les 

groupements fonctionnels ont interagi, directement ou indirectement, avec au 
moins un ligand choisi parmi un anticorps, un fragment d'anticorps, une 
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proteine, un polypeptide, une enzyme, un polynucleotide, un fragment d'acide 
nucleique et la biotine. 

37. Reactif comprenant en outre au molns un conjugue tel que 
defini dans la revendication 36. 
5 38. Conjugues caracterises en ce qu'ils sent constitues par .des 

particules composites telles que definies a la revendication 7, dont les 
groupements fonctionnels ont interagi, directement ou indirectement, avec au 
moins un ligand choisi pamrii les molecules cages, les agents chelatants et les 
catalyseurs. 

10 39. Conjugues caracterises en ce quHs sont constitues par des 

particules composites telles que definies a la revendication 7, dont les 
groupements fonctionnels ont interagi, directement ou indirectement, avec au 
moins un ligand choisi parmi les substances medicamenteuses, les sondes 
anti-sens, les agents reparateurs de genes, les agents bloquant ou inhibant 

15 une activite proteique. 

40. Utilisation des conjugues tels que definis dans la revendication 
" 39 dans une composition th§rapeutique. 
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